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ll. Ultrastruttura di una micorriza di Ascomicete: 
c Tuber albidum » x « Pinus strobus » 


RESEARCHES ON THE ULTRASTRUCTURE OF THE ECTOMYCORRHIZAE. 


II. The Ultrastructure of an Ascomycete-Mycorrhiza 
(« Tuber albidum » Pico x « Pinus strobus » L.) 


EER TITTI 


Summary 


È The writer describes the ultrastructure of the Ectomycorrhizae of Tuber albidum on 
Pinus strobus. To avoid seasonal changes the researches are carried out on the roots of four 
year old white-pine plants, in the spring-time, during accelerated cambial cell division re- 
puting in the rapid formation of new xilem and phloem. 

On the basis of the electron microscopical observations the author suggests a scheme 
for the behaviour of the Host-Mycobiont complex and he is able to demonstrate that the 
‘eytological aspects of the symbiotic organisms are closely related to the one of the « white- 

e » Basidiomycete Mycorrhiza described by Foster and Marks in Pinus radiata. 

Nevertheless the Mycorrhizae of Tuber albidum on Pinus strobus differ from these 
‘described by Foster and Marks, because the starch is not present in their parenchimatic 
cells, surrounded by the « Hartig-net », the Host parenchimatic Cells are frequently dead 
and, finally, because an « involving layer » (probably of polyuronids), filling the inter- 
cellular spaces of the Host cortical parenchima, is found lining the hyphae of the « Har- 
tig net ». 

On the contrary the behaviour of the Ectomycorrhizae of Tuber albidum is completely 
different from the one of the Endomycorrhizae of Ornithogalum umbellatum L., previously 
studied by the author (SCANNERINI e BELLANDO, 1967, 1968), because the Endomycorrhiza 
is a parasitic Host-Mycobiont interaction, dominated by the Plant Cells, whereas the Ecto- 
‘mycorrhiza of Tuber albidum on Pinus strobus show cytological aspects of an hypersensi- 
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tivity reaction, and the fungal cells are never digested by the white-pine cells. Researches 
ate in progress to describe other Ectomycorrhizae ultrastructures and to establish possible 
seasonal changes in this Host-Mycobiont cytological interaction. 


Benché la ectomicorrizia sia oggetto di approfonditi studi sia dal punto di 
vista fisiologico che istologico ben poco si conosce sull’organizzazione citologic. 
del complesso radice fungo. Questa serie di lavori sull’ultrastruttura delle eci. 
micorrize è volta a raccogliere dati che permettano una comparazione dei rap 
porti ultrastrutturali tra ospite e simbionte ectomicorrizico con quelli, tra ospi 
te e parassita fungino, ampiamente studiati da vari Autori, e tra ospite ed endo. 
fita ficomicetoide, già oggetto di precedenti lavori (SCANNERINI e BELLANDO, 
1967, 1968) e tuttora allo studio. 

Il materiale sperimentale scelto è l’associazione micorrizica del Tuber albi 
dum col Pinus strobus di cui in un precedente lavoro (SCANNERINI e PALEN- 
ZONA, 1967) era stato riconosciuto il simbionte fungino. La scelta di questa 
particolare micorriza, mentre si inquadra negli studi che si conducono nel no 
stro Istituto sulle Tuberaceae, è volta a ricavare dati sulle micorrize sostenute 
da Ascomiceti, la cui ultrastruttura è stata finora studiata solo dall’autore in 
una comunicazione preliminare (SCANNERINI, 1968 a). Ci si ripromette tuttavia 
di estendere le ricerche ad altre specie di simbionti ectomicorrizici, sia Asco- 
miceti che Basidiomiceti, dato che gli unici dati a tutt'oggi disponibili (FOSTER 
e Marks, 1967) riguardano l’ultrastruttura di alcune forme micorriziche di 
Pinus radiata e Pseudotsuga menziesii, classificate secondo lo schema di Do- 
MINIK (1959), e sostenute da Basidiomiceti non meglio identificati, che diff 
riscono significativamente nell’organizzazione ultrastrutturale, sì da giustificare 
un ampio campionamento del materiale sperimentale. 


MATERIALI E METODI 


Micorrize di Tuber albidum su Pinus Strobus, raccolte in piantonaio nella primavera 
degli anni 1967 e 1968, sono state fissate, secondo le tecniche descritte in precedenti lavori 
(SCANNERINI e PALENZONA, 1967; SCANNERINI, 1968) con glutaraldeide 2,5% in tampone 
fosfato 0,05M, 0,1M, 0,2M, oppure con KMnO, 2% in H,O. I campioni fissati in gluta- 
raldeide sono stati quindi postfissati in OsO, 1% in tampone fosfato come sopra 0 in 
KMnO, 2% in H,O. Si è rispettata la costanza del campionamento sia dal punto di vista 
stagionale che delle dimensioni della micorriza, l 

Come controllo per le cellule dell'ospite, dato il diffuso infungamento delle radici, s! 
utilizzano le cellule parenchimatiche degli strati non a contatto col reticolo di Hartig, pet 
le ife del simbionte fungino, le ife di carpofori di Tuber albidum fissate secondo le tecniche 
già descritte, data l’impossibilità di ottenere sufficiente micelio in cultura. 

I materiali cosî fissati, dopo lavaggi in tampone o in H,O, sono stati disidratati in ace- 
tone ed inclusi in Durcupan ACM avendo l'avvertenza di prolungare per almeno 2 giorn! 
Vinfiltrazione in miscela 1 a 45°C. 

Esami preliminari al microscopio ottico sono stati condotti su sezioni a mano di mate 
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ale fresco o su sezioni al congelatore di materiale fissato per congelamento, o con formolo- 
cole-acetico, secondo la tecnica già utilizzata in un precedente lavoro (SCANNERINI € 
PALENZONA, 1967). 

Il materiale così preparato è stato colorato con blu lattico, soluzione di Lugol e Rosso 
i Rutenio. Sezioni spesse (0,5-14) di materiale incluso in DurcupanACM sono state utiliz- 
ate per il controllo e la preselezione delle zone, direttamente sul blocchetto per ultrami- 
rotomia, dopo colorazione secondo TRUMP e? al. (1961). 


OSSERVAZIONI E DISCUSSIONE 


Le micorrize di T. albidum su Pinus strobus sono caratteristiche micorrize 
setolose o con peli rigidi. Consistono di una micoclena di tipo pseudoparenchi- 
matico e d’un reticolo di Hartig sottile che ravvolge le cellule epidermiche ed 
' primi due, tre strati di cellule parenchimatiche (SCANNERINI e PALENZONA, 
1967). 
| L’analisi ultrastrutturale è condotta sulla micoclena, le cellule epidermiche 
e le file di cellule parenchimatiche circondate dal reticolo di Hartig. 

" Per comodità verranno esaminate le singole zone che possono essere di- 
lstinte secondo lo schema classico nelle micorrize. I controlli verranno discussi 
di volta in volta in rapporto alle parti di micorriza interessata. 


icoclena e strato tannifero. 


Le cellule fungine che costituiscono la micoclena sono immerse in una so- 
stanza cementante amorfa estremamente affine ai metalli pesanti dei fissativi 
e dei contrastanti. 

7 Lesingole cellule sono in continuità, sovente non attraverso apparati settali, 
bensì mediante anastomosi formate da ramificazioni di ife. Questo aspetto può 
essere ascritto a fenomeni di fusione secondaria delle ife che sono abbastanza 
comuni nei miceli coltivati in vitro (MARCHANT, eż al. 1967) e possono altresì 
itrovarsi in carpofori di Tuber magnatum Pico (SCANNERINI, 1968). 

Nella micoclena possono essere distinti sia il tipo di organizzazione tipico del 
‘micelio in attiva sintesi protoplasmatica, sia forme a funzione di conduzione! 
lo di riserva (fig. 1). Il tipo ricco di organelli (nuclei, mitocondri, R. E.) sem- 
bra prevalere negli strati più profondi a contatto coll’epidermide dell’ospite, 
‘mentre andando verso l’esterno prevale l’aspetto svuotato o con citoplasma 
‘ampiamente vacuolizzato. Al limite l’aspetto della pseudocellula può divenire 
completamente smescolato. 


1 


B 

! Nel contesto sara sovente usato il termine « a funzione di conduzione e di riserva 9. 
'Questo va inteso nel senso del MARCHANT, cioċ in opposizione alla struttura capace di sin- 
itesi protoplasmatica, e non come affermazione che tutta l’ifa, anche se nella zona della se- 
‘zione contiene abbondanti sostanze di riserva, abbia realmente funzione di riserva. 
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Fin qui l'aspetto della micorriza corrisponde quindi a quanto dimostrato 
da FOSTER per le « white-type » di Pinus radiata. 

A diretto contatto con la micoclena si trovano le cellule epidermiche della 
radice che sono completamente infiltrate di tannini (riconoscibili per l’affinità 
al OsO, e KMnO,, nonché per la colorabilità con mucicarminio ed il colo; 
brunastro impartito alle cellule osservate a fresco) ed hanno citoplasma cu 
pletamente distrutto (fig. 1). 

Il processo deve instaurarsi fin dai primi tempi dell'infezione micorrizic. 
poiché anche micorrize giovanissime non hanno cellule epidermiche con cito 
plasma distinguibile. Che il fenomeno abbia importanza nella selezione della 
specie fungina simbionte secondo quanto affermato da FOSTER eż al. (1967) è 
molto plausibile rappresentando questo strato tannifero una barriera che può 
selezionare i microrganismi che attaccano la radice. 

Più dubbio è che l’unica causa scatenante della deposizione di tannini sia |. 
micorrizia. La presenza di tannini in vacuoli di cellule vegetali è stata già 
tempo acquisita (GUILLERMOND, 1941) ed anche recentemente son noti esen: 
di cellule dell'epidermide radicale che si infiltrano di tannini anche in assenz. 
di simbionti come in Beauveria palaestina (GINZBURG, 1967) ed in Vitis vini 
fera (Esau, 1963). Certamente però nel caso delle micorrize di T. albidum le 
cellule epidermiche presentano il fenomeno in modo conclamato. 

Infatti le radici di Beauveria palaestina contengono ampi vacuoli tanniferi 
accompagnati da citoplasma perfettamente strutturato ed i polifenoli sono pre- 
senti sia sotto forma di aggregati che di fini granulazioni, parimenti in Vil: 


CHIAVE DELLE ABBREVIAZIONI 


Co = cellula ospite; Cr = cromatina; g — glicoproteine; le — ifa a funzione di conduzione 
e riserva; In = ifa necrotica; Ip — ija a funzione di sintesi protoplasmatica; | = loma- 
soma; m = mitocondrio; mi = materiale includente; mn = membrana nucleare; n = nu- 
cleo; p = plastidio; pf = parete del fungo; pl — plasmalemma; po = parete dell'ospite: 
re = reticolo endoplasmatico; sm — sistema di membrane analogo a quello di « Agaricus »: 
t — tonoplasto; ta — tannini; v — vacuolo; vt — vacuolo tannifero. 


Fig. 1 - Micoclena, Pseudocellule formanti uno pscudoparenchima a contatto con i residu 
delle cellule epidermiche trasformate in strato tannifero(ta) attraverso cui si approfondano 
le ife del fungo, Coesistono pseudocellule con struttura di sintesi protoplasmatica (Ip) con 
pseudocellule a struttura di conduzione (Ic). Tra le pseudocellule si trova abbondante 
« materiale includente 9, Fix. Glutaraldeide-OsO,. Contrasto AU-Pb, x 11.700. 

Fig. 2 - Reticolo di Hartig. Le ife del fungo si approfondano tra cellule parenchimatiche 
completamente necrotiche (Co). II materiale includente si confonde colla parete cellulare 
dell'ospite e sembra infiltrare anche le pareti del fungo. Le ife fungine sono ampiamente 
lobate ed anastomosate anche quando hanno la struttura di sintesi protoplasmatica: oltre 
al nucleo (n) e mitocondri (m) sono visibili lomasomi (1) e sistemi di membrane (sm! 
Nella stessa sezione coesistono anche un'ifa a funzione di conduzione (le) ed un'ifa ripit! 
di materiale amorfo ed assorbente gli elettroni, necrotica (In) secondo Foster e MARI 
Fix. Glutaraldeide-OsO;. Contrasto AU-Pb. x 24.000, 
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vinifera a vacuoli contenenti polifenoli s’accompagnano organelli perfettamente 
conservati (Esau, 1963). Vedremo d’altronde come vacuoli tanniferi s’accom- 
pagnino anche nelle micorrize, ma in strati più interni, ad organelli integri 
(fig. 6). 

Nello strato epidermico, che anche al microscopio ottico si presenta come 
formato di ammassi di materiale brunastro e la cui struttura cellulare non è 
chiaramente rilevabile, l’infiltrazione di tannini si accompagna invece a necrosi 
completa della cellula (fig. 1). È da notare che l’analisi dell’ultrastruttura di 
questo « strato tannifero » ed in generale delle cellule con vacuoli polifeno- 
lici, si presenta notevolmente indaginosa, poiché i polifenoli determinano forti 
difficoltà di fissazione e possono, essi stessi, durante i trattamenti, causare squi- 
libri non indifferenti nella cellula. 

In ispecie i materiali polifenolici possono determinare l’instaurarsi di onde 
acide e sono di per sé stessi difficilmente fissabili. 

Questo porta a considerare con estremo criticismo qualsiasi schema di aspet- 
ti differenti di aggregazione dei polifenoli nei vacuoli, sicché essi possono essere 
riconosciuti, ma nulla può essere detto della loro reale struttura. Pur tuttavia 
il riconoscimento di questo strato e le strutture delle altre zone contenenti poli- 
fenoli non possono essere considerati artefatti poiché nel parenchima ad aspetti 
smescolati o necrotici (figg. 3, 4, 5) s'accompagnano, in zone adiacenti della 
radice, cellule che mantengono il loro piano strutturale normale pur conte- 
nendo vacuoli polifenolici (fig. 6). 

Lo strato epidermico forma così una vera e propria barriera tannifera. Il 
fungo però si approfonda senza difficoltà tra le cellule epidermiche, benché l’ul- 
trastruttura delle ife di Tuber sembri essere in qualche caso alterata: l’anda- 
mento delle ife, molto lobato e con frequenti anastomosi e ramificazioni, ben- 
ché possa essere legato a semplici questioni di topografia (fig. 3) viene infatti 
considerato normalmente un sintomo di sofferenza del fungo. Però sono so- 
prattutto alcuni particolari di ultrastruttura che sembrano suggerire uno stato 
non perfettamente fisiologico del simbionte. Nelle ife che penetrano attraverso 
lo strato tannifero a dare il reticolo di Hartig possono infatti essere distinte: 
ife strutturate per la sintesi protoplasmatica (figg. 2, 3) tra queste compaiono 
però ife in cui gli organelli sembra stiano subendo un’involuzione (fig. 2), ife 
del tipo a funzione di conduzione o di riserva, con abbondanti lomasomi e va- 
cuoli e scarsi organelli (figg. 2, 3), ife totalmente infiltrate da materiale unifor- 
memente assorbente gli elettroni (fig. 2). 

Confrontando questi piani di struttura con quelli riconoscibili nelle ife del 
carpoforo giovane di T. albidum (figg. 9, 10, 11) si può subito notare come 
entrambi i tipi di ife, a funzione di sintesi protoplasmatica ed a funzione di 
conduzione e riserva, siano rappresentati ed apparentemente distribuiti a caso 
anche nel carpoforo. Sono infatti ben distinguibili a conferma di quanto de- 
scritto da CERUTI eż al. (1964) ife del carpoforo con nuclei, reticolo endopla- 
smatico, mitocondri e plasmalemma, circondate da una parete scarsamente 


Fig. 3 - Reticolo di Hartig. Aspetto analogo al precedente in ife che circondano cellule 
corticali necrotiche e ridotte a grandi vacuoli tanniferi, Le ife a struttura di sintesi proto- 
plasmatica hanno organelli normalmente strutturati e le pareti della cellula ospite e del 
fungo sono intatte. Fix. KMnQ,. Contrasto Pb citrato, x 17.600. 

Fig. 4 - Reticolo di Hartig. Ifa a struttura di conduzione e riserva decorrente tra cellule 
parenchimatiche necrotiche. Il « materiale inglobante » è con questo tipo di fissazione ri- 
solto in una componente più trasparente ed in una più assorbente gli elettroni. Nell’ifa si 
trova abbondante materiale di riserva. Il confronto tra fissazione con glutaraldeide-OsO, 
e con KMnO,, nonché l'affinità al Pb citrato fa pensare ad una glicoproteina, Fix. KMnO,. 
Contrasto Pb citrato. x 19.200. 
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osmiofila, perfettamente riportabili a quelle riconosciute nella micorriza, ma 
sorio praticamente introvabili ife a funzione di sintesi protoplasmatica in via 
di alterazione. Parimenti forme a funzione di conduzione e di riserva con ab- 
bondanti lomasomi compaiono tra le ife costituienti il carpoforo (fig. 11). Oltre 
a queste sono riconoscibili nelle ife del carpoforo ife ascogene, particolarmente 
ricche di ribosomi e sostanze di riserva, ed aschi in vari stadi di maturazione 
La struttura di questi ultimi riportabile ai dati di CERUTI eż al. (1964) nov. 
viene qui considerata utile per i raffronti data la peculiare differenziazione fisio- 
logica. Non sono invece rintracciabili ife infiltrate da materiale uniformemente 
assorbente gli elettroni come quelle della micorriza: le ife del carpoforo ten- 
dono infatti piuttosto ad un progressivo svuotamento (fig. 11), sicché si può 
pensare ad un processo « involutivo » di tipo diverso che porta nel carpoforo 
dalla funzione di sintesi protoplasmatica alla funzione di conduzione e di ri- 
serva ed infine allo « svuotamento » dell’ifa secondo lo schema di MARCHANT 
et al. (1967), mentre nella micorriza è frequente la necrosi accompagnata al 
l’infiltrazione con materiale assorbente gli elettroni (fig. 2). 


Strato delle cellule parenchimatiche e reticolo di Hartig. 


Le cellule parenchimatiche avvolte dal reticolo di Hartig dimostrano pro- 
fonde alterazioni rispetto allo schema ultrastrutturale comunemente accettato 
per le cellule del parenchima corticale di radici (CAPORALI, 1961; Esau, 1963; 
GINZBURG, 1967). Le alterazioni sono a volte imponenti anche rispetto alle 
cellule degli strati più interni, ove il fungo non penetra, scelti come controllo 
(fig. 7). Non è tuttavia da escludere che, anche in zone dove non c’è contatto 
tra cellula ospite e fungo, si determini un effetto a distanza del simbionte a 
giudicare dalle cellule più interne del parenchima corticale, con citoplasma estre- 
mamente ridotto, cui però fanno riscontro gli aspetti delle giovani cellule pro- 
parenchimatiche in via di differenziazione (fig. 8). 

Anche in questo caso però, come accade nella endomicorrizia (SCANNERINI 
e BeLLANDO, 1967, 1968) potrebbe darsi che fenomeni di senescenza cellulare 


Fig. 5 - Visione a basso ingrandimento delle cellule corticali e del reticolo di Hartig nel 
loro aspetto più comune. Le cellule corticali sono completamente necrotiche ed infiltrate 
di tannini che presentano indifferentemente l’aspetto a « masse » o a « fini granulazioni ». 
I pochi residui citoplasmatici, visibili nella cellula in basso a destra, sono completamente 
smescolati, Le pareti cellulari sono integre. Nel riquadro in alto a sinistra sono visibili le 
ife fungine con parete integra e struttura di « conduzione e riserva ». Tra le pareti dell’o- 
spite e le ife è presente materiale inglobante. Fix. Glutaraldeide-OsO;. Contrasto AU-Pb 
citrato. x 4.400. 

Fig. 6 - Cellule del parenchima corticale (« turgide ed incolori ») in una giovane micorriza. 
L’infiltrazione di tannini nei vacuoli (vt) è già molto avanzata, ma sono ancora presenti ed 
individuabili i vari organelli: mitocondri (m), plastidi (p), reticolo endoplasmatico (re), 
ribosomi. Aspetto comparabile a quello descritto da GINZBURG, estremamente raro in que- 
sto materiale. Fix. Glutaraldeide-OsO,, Contrasto AU-Pb citrato. 
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e risposte alla infezione micorrizica concorrano a dare il quadro finale dell’in- 
terazione. Purtuttavia è possibile, campionando cellule riconoscibili per carat- 
teristiche di microscopia ottica, stabilire uno schema del processo di interazione 
tra i due organismi, ferme restando le limitazioni fatte. In cellule che al micro- 
scopio ottico possono essere distinte per una intensa colorazione bruna, il mate- 
riale citoplasmatico è ridotto ad ammassi completamente necrotici (fig. 5). 1. 
pareti della cellula ospite sono come impastate e possono confondersi con |. 
massa di materiale fortemente affine all’OsO, e Pbcitrato che circonda molto 
spesso le ife del fungo (fig. 3). Dopo fissazione con KMnO, queste stesse zone 
sono risolvibili in masse trasparenti o assorbenti gli elettroni (fig. 4). Questa 
sostanza, e per le affinità tintoriali con fissativi e coloranti per microscopia elet- 
tronica, e per la netta colorazione col rosso di rutenio in sezioni al congelatore, 
dovrebbe contenere anche poliuronidi. Non sembra esista una parentela fra 
questo materiale amorfo, che FOSTER eż al. (1967), non rileva in micorrize 
sostenute da Basidiomiceti, e le così dette zone di apposizione o zone strati 
ficate riscontrate in endomicorrize (SCANNERINI e BELLANDO, 1967, 1968), « 
in radici parassitate (PEYTON e Bowen, 1963; EHRLICH e EHRLICH, 1963). La 
presenza di questo materiale differenzia l’aspetto delle micorrize di T. albidum 
sia dalle endomicorrize (SCANNERINI e BELLANDO, 1967, 1968), che dalle varie 
forme di parassitismo ad opera di fungilli (PEYTON e? al., 1963; EHRLICH et 
al., 1963) o di piante superiori (TRIPODI eż al., 1967). 

Il reticolo di Hartig che decorre tra le cellule parenchimatiche è così co- 
stituito da ife fungine a diverse caratteristiche citologiche (figg. 2, 3, 4). Le 
ife riempite di materiale assorbente uniformemente gli elettroni (fig. 2) sono 
le uniche il cui aspetto non abbia riscontro nelle ife di carpofori di Tuberales 
È probabile che questo tipo di ife sia formato da materiale necrotico, ma non 
sono mai stati riscontrati aspetti di digestione dell’ifa da parte del vegetale 
superiore. 

Le cellule parenchimatiche direttamente a contatto col fungo presentano 
una risposta univoca: la progressiva necrosi citoplasmatica e la più o meno 
marcata deposizione di materiale tannico (figg. 3, 4, 5, 6). Nelle cellule epider- 
miche, come abbiamo visto, non si ritrova nessun aspetto che permetta di rico- 
noscere l’esistenza di un citoplasma strutturato (fig. 1): nelle cellule parenchi- 
matiche il processo, per quanto veloce, pare più graduale. 

In un primo tempo gli organelli coesistono con ampi vacuoli che vanno 
progressivamente infiltrandosi di tannini (fig. 6). Tuttavia reticolo endopla- 
smatico, ribosomi, nuclei e mitocondri sono ben conservati. La vacuolizzazione 
si fa presto più evidente ed al termine del processo la cellula può essere com- 
pletamente svuotata, il citoplasma necrotizza e sembra che venga invaso da 
materiale contenuto nel vacuolo (figg. 3, 4, 5). Il materiale tannico può allora 
presentarsi indifferentemente o sotto forma di una sottile linea che circonda 
il vacuolo o sotto forma di ammassi discreti (fig. 5). Il processo è accompa- 
gnato, sia nel fungo che nella cellula ospite, dalla comparsa di lomasomi ed 
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Fig. 7 - Aspetti di cellule parenchimatiche nella giovane micorriza; l’ultrastruttura è per- 
fettamente conservata, Notare i lomasomi di cui uno a struttura particolarmente complessa 
con abbondanti membrane, Fix. Glutaraldeide-OsO,. Contrasto AU-Pb citrato. x 26.000. 
Fig. 8 - Aspetto di una cellula di controllo (giovane cellula parenchimatica in una zona non 
infungata). Vacuolizzazione incipiente (v). Abbondante reticolo endoplasmatico e mitocon- 
dri, Grosso nucleo con membrana nucleare ben evidente: notare i plastidi con scarsi tila- 
coidi e vescicole assorbenti gli elettroni e senza amido, Fix, Glutaraldeide-OsO;, Contrasto 
AU-Pb citrato, x. 13.600, 
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anche di sistemi di membrana omologabili a quelli descritti da SCANNERINI 
(1967) e MARCHANT eż al. (1968) (figg. 2, 7). 

Lomasomi e sistemi di membrane sono presenti tuttavia anche in ife del 
carpoforo di Tuber (fig. 10) ove evidentemente il fenomeno non può essere 
correlato con meccanismi di interazione tra organismi diversi. 

Potrebbe essere suggestiva l’ipotesi dell’implicazione di questi organelli ne! 
trasporto di sostanze correlate alla reazione all’infezione secondo quanto sugg. 
rito dai dati di SHAW e MANOCHA (1965) e di TrIPODI eż al. (1967). Ciò non di 
meno l’osservazione precedente impedisce di correlare con sicurezza il feno- 
meno all’interazione ospite-simbionte. Una spiegazione possibile potrebbe es- 
sere data dallo schema di MARCHANT e RoBARDS (1968), che considera l’esi- 
stenza di due distinti sistemi di membrane e vescicole, raggruppabili in un si- 
stema di « paramural bodies », distinti in lomasomi e plasmalemmasomi, in fun- 
zione della diversa densità ottica delle membrane. I plasmalemmasomi incor- 
porerebbero precursori della parete, i lomasomi segregherebbero enzimi. Sic. 
ché la comparsa di questi organelli potrebbe assumere diversi significati fun 
zionali secondo quanto già ipotizzato in un precedente lavoro (SCANNERINI, 
1967). Eventuali conferme a questo proposito potranno tuttavia essere acqui- 
site solo con analisi citochimiche a livello dell’ultrastruttura. Parimenti dubbia 
resta la correlazione tra presenza dei vacuoli tanniferi e il rapporto ospite-sim- 
bionte. 

Infatti il confronto tra cellule parenchimatiche circondate dal reticolo di 
Hartig e cellule adiacenti, non a contatto con il fungo, dimostra aspetti di va- 
cuolizzazione, ed infiltrazione di tannini, anche nei controlli. Certo è, tuttavia. 
che nelle zone infungate il fenomeno è estremamente conclamato. 

Particolarmente notevole è inoltre l'assenza di riserve di amido in tutte le 
cellule corticali campionate, siano o no a contatto con il fungo. D'altronde an- 
che le osservazioni istologiche dimostrano che la positività alla reazione di 
Lugol è limitata alla zona del cilindro centrale (SCANNERINI e PALENZONA, 
1967). 

È da notare a questo proposito come risulti modificata dal parenchima cor- 
ticale l’ultrastruttura dei plastidi, sia laddove le cellule sono ancora integre, 
sia ai primi stadi di infiltrazione con polifenoli. 

I plastidi non presentano infatti accumuli di amido, hanno scarso sviluppo 
dei tilacoidi e globuli lipidici diffusi. Si tratta quindi di protoplastidi secondo 
lo schema di CAPORALI (1961), che non accumulano amido secondario, oppure, 
il che sembra confermato dall’importanza dei globuli lipidici, di forme sene- 
scenti. 

Per quanto i polifenoli impediscano il trasporto degli esosi in cellule di 
ratto non pare che questo meccanismo, ipotizzato da FOSTER e MARKS (1967) 
per chiarire il comportamento delle ectomicorrize di Pinus e Pseudotsuga, Sia 
implicato in questo tipo di risposta. Infatti cellule con vacuoli tanniferi pre- 
sentano amiloplasti (Esau, 1963; GINZBURG, 1967) mentre nel nostro caso 


Fig. 9. Particolare di un’ifa a struttura di sintesi protoplasmatica nel carpoforo di T. albi- 
dum. Evidente la parete a tessitura finemente fibrillare (pf), il plasmalemma (pl), un nucleo 
con scarsa cromatina (cr) circondato dalla membrana nucleare (mn) doppia ed interrotta 
da pori, il reticolo endoplasmatico (re) ed abbondanti sostanze glicoproteiche (g). Fix. 
Glutaraldeide-OsO,. Contrasto AU-Pb citrato, x 26.000. 

Fig. 10 - Particolare di un’ifa a struttura di sintesi protoplasmatica del carpoforo di T. al- 
bidum. Notare plasmalemma (pl), mitocondri (m), vacuoli (v) e lomasomi (1); adiacente 
ad un lomasoma un sistema di membrane analogo a quelli dimostrato dall’autore in Aga- 
ricus. Fix. Glutaraldeide-OsO,. Contrasto AU-Pb citrato. x 24.000. 
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anche cellule in cui la vacuolizzazione é all’inizio ed ove non sono ancora de- 
positati tannini (fig. 8) presentano plastidi non differenziati ad amiloplasto. 

Sembra quindi probabile che negli strati corticali non si accumuli amido ¢ 
che il trasferimento di glicidi al fungo avvenga attraverso glicidi a basso peso 
molecolare. D'altronde la grande maggioranza delle cellule a contatto col mi. 
celio del reticolo di Hartig sono completamente necrotiche ed infiltrate di tan 
nini. Può darsi che il trasferimento di sostanze al fungo, che si presenta su 
vente ripieno di sostanze di riserva, all’aspetto glicoproteiche (fig. 114), av- 
venga in modo massiccio in tempi estremamente precoci e che in seguito la 
cellula ospite infiltrata di polifenoli blocchi l'avanzata del simbionte fungino. 
In questo ultimo stadio anche le pareti dei due organismi subiscono alterazioni: 
l’osmiofilia della parete fungina diminuisce (fig. 5) e parimenti quella della 
parete dell’ospite, mentre tende a farsi meno evidente il confine tra materiale 
che separa le due cellule e parete (fig. 3). Non compaiono però aspetti di lisi 
completa della parete, né è stata registrata la penetrazione del simbionte nell 
cellule dell'ospite. Non potendosi coltivare in vitro il micelio di T. albiduni 
non è possibile controllare la produzione di enzimi litici da parte del micelio 
stesso sicché l’ipotesi di FosTER e MARKS (1967) che i funghi micorrizici pos- 
seggano attività pectolitica, ma non cellulosolitica, non può essere verificata 
per T. albidum. 

Un aspetto di questo genere si configura quindi, dal punto di vista ultra- 
strutturale, come una resistenza per ipersensibilità da parte della pianta al 
Tuber. Come questo possa conciliarsi con le conoscenze generali nella micor- 
rizia resta impregiudicato: infatti lo scambio di soluzioni può avvenire per | 
soluzioni saline, e più in generale per soluzioni contenenti soluti a basso peso 
molecolare, anche attraverso cellule morte, sicché, ai fini dell'economia gene- 
rale della pianta, la radice può benissimo trasformarsi in gran parte in un sem- 
plice meccanismo di conduzione inerte (questo d’altronde è una tendenza evi- 
dente anche in radici non micorrizzate man mano che ci si allontana dai meri- 
stemi apicali); parimenti il micelio della micorriza può adempiere, nei riguardi 
della parte che si trova nel terreno, alla stessa funzione, trasformandosi in un 
sistema in cui prevalgono i tipi di ifa a funzione di conduzione e di riserva, 
mentre una parte di esse necrotizza a seguito della reazione dell’ospite. I due 
organismi raggiungono così un sostanziale equilibrio che però si configura cito- 
logicamente come una resistenza per ipersensibilità. 


Fig. 11 - Sezione di giovane carpoforo di T. albidum. Sono ben visibili ife « a funzione di 
sintesi protoplasmatica » (Ip) ed ife « a funzione di conduzione e di riserva » (Ic). In alto 
ed in basso a sinistra sono ben visibili parti di aschi. Fix. Glutaraldeide-OsO,. Contrasto 
AU-Pb citrato, x 8.700. 
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CONCLUSIONI 


1. Nelle ectomicorrize di Pinus strobus con T. albidum la micoclena è for- 
mata di pseudocellule ampiamente anastomosate e la sua ultrastruttura per- 
mette di distinguervi ife ad attiva sintesi protoplasmatica ed ife del tipo di 
conduzione e di riserva. Le sostanze di riserva, soprattutto granulazioni affini 
al Pb fanno pensare ad una glicoproteina. 

Il reticolo di Hartig circonda solo, oltre ai residui delle cellule epidermiche 
costituenti un vero strato tannifero, attraverso cui penetra il micelio, i primi 
due, tre strati di cellule del parenchima corticale. 

2. La maggior parte delle cellule corticali direttamente a contatto col fungo 
sono completamente necrotiche. Il citoplasma è ridotto ad ammassi di mate- 
riale smescolato ed il contenuto cellulare è rappresentato da grandi zone con- 
tenenti tannini, o come ammassi finemente granulari, o come grandi conglo- 
merati. Solo le cellule del tipo turgido ed incolore possono presentare orga- 
nelli differenziati ed aspetti di graduale deposizione di polifenoli. È da notare 
che i plastidi contenuti in queste ultime cellule, come d’altronde quelli delle 
cellule non a contatto col fungo, ma appartenenti al parenchima corticale, non 
sono differenziati ed amiloplasti: al contrario le analisi istologiche dimostrano 
la presenza di abbondante amido nel cilindro centrale. 

Sembra quindi si possa considerare significativa, come risposta delle cellule 
corticali alla micorrizia, l’accentuata necrosi del tessuto e la mancanza di ami- 
loplasti nelle cellule sopravviventi. 

3. Al danneggiamento massivo delle cellule del parenchima corticale fanno 
riscontro alterazioni a carico delle ife fungine. Nel reticolo di Hartig preval- 
gono forme a funzione di conduzione e di riserva (vacuoli tipo polifosfati, gra- 
nulazioni glicoproteiche) su quelle ad attiva sintesi protoplasmatica. 

Negli strati più profondi la parete può perdere parzialmente l’osmiofilia ed 
apparire come una zona estremamente trasparente agli elettroni pur senza es- 
sere mai lisata completamente. 

Si ritrovano altresì ife ripiene di materiale omogeneamente assorbente gli 
elettroni che possono essere interpretate come morte. Non si trovano però mai 
aspetti di completa digestione dell’ifa ad opera della cellula ospite. La necrosi 
ed infiltrazione con sostanze assorbenti gli elettroni dell’ifa fungina, a mente 
dei dati ora disponibili, sembra peculiare dell’interazione ospite-fungo. Tutti 
gli altri piani di struttura si ritrovano infatti indifferentemente anche nella 
micoclena e, soprattutto, possono essere rintracciati in qualsivoglia ifa fungina 
e negli stessi carpofori di T. albidum sicché il correlare alla topografia, od all’in- 
terazione ospite fungo, questo tipo di risposta non è giustificato da nessun dato. 

4. Tra le ife del reticolo e le cellule parenchimatche si ritrova sovente una 
notevole massa di materiale amorfo fortemente colorabile con Pb alcalino (a 
dare masse omogenee dopo fissazione con OsO,, e zolle discrete, in un fondo 
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sorbente, dopo KMnO;) che corrisponde, al microscopio ottico, ad una so- 
istanza fortemente colorata dal rosso di rutenio. Questo fa propendere per un 
‘notevole accumulo di poliuronidi accompagnati da altri materiali non diagno- 
sticabili. Le pareti dell’ospite sono a volte così alterate da confondersi colla 
massa avvolgente. L’alterazione della parete dell’ospite resta però parziale e 
inon s'è mai ritrovato un’ifa fungina penetrata nelle cellule parenchimatiche. 
‘Parimenti la parete fungina varia i suoi caratteri tintoriali si da far supporre 
‘venga parzialmente alterata. L’ultrastruttura della zona interposta tra parete 
‘dell’ospite e fungo non è riportabile a quella delle zone stratificate, o zone di 
‘apposizione, dimostrate nella endomicorrizia e nell’interazione ospite parassita. 
‘A volte però la zona assorbente gli elettroni sparisce e le pareti dei due orga- 
‘nismi giungono a contatto diretto. 

5. La presenza di lomasomi, e nelle cellule parenchimatiche dell’ospite, in 

‘stadi giovanili dell’infezione, e nelle ife fungine del reticolo di Hartig, se raffron- 
tata coi dati di TRIPODI eż al. e di SHAW e MANOCHA, sembrerebbe confrontare 
l'ipotesi di Peyron e BOWEN che l’organello sia correlato col trasporto di mate- 
‘riali attraverso il plasmalemma e colla reazione all’infezione, ipotesi non to- 
talmente condivisa da EHRLICH e? al. (1968) per il comportamento di alcune 
'Puccinia. Non va però dimenticata la presenza di lomasomi in tessuti perfetta- 
‘mente normali e nelle stesse ife del carpoforo di Tuber. 
' Ipotesi di una funzione più generale di segregazione e trasporto di so- 
‘stanze ad opera di sistemi di membrane e lomasomi nelle ife fungine sono state 
fatte dall’autore (1967) e confermate da MARCHANT (1968), tuttavia il loro 
significato nell’interazione micorrizica, come portato del rapporto tra i due orga- 
nismi, resta da chiarire. 

6. In sintesi il meccanismo di interazione tra Tuber albidum e Pinus strobus 
corrisponde pazialmente a quella delle micorrize « white-type » di Pinus ra- 
diata studiate da FOSTER et al. (1967) ma se ne discosta per la presenza di 
‘abbondante materiale interposto tra ife del reticolo di Hartig e cellule paren- 
‘chimatiche, per la mancanza di amido nelle cellule corticali dell’ospite e per 
l’estrema velocità dei fenomeni necrotici a loro carico. 

Il divenire del complesso ospite simbionte si presenta così, dal punto di 
vista citologico, molto diverso anche dagli aspetti dell’interazione ospite-endo- 
fita ficomicetoide (che porta alla digestione totale del fungo). Nell’ectomicor- 
riza i due organismi raggiungono una situazione di sostanziale equilibrio. La 
pianta presenta una reazione che ricorda la resistenza per ipersensibilità (ne- 
crosi ed infiltrazione massiccia di tannini a carico delle cellule epidermiche, 
fenomeno parallelo, ma più lento e graduale a carico delle cellule parenchima- 
tiche che si riflette anche su cellule non a diretto contatto col fungo). Paralle- 
lamente numerose ife, approfondandosi nella corteccia, si trasformano in strut- 
ture o a funzione di conduzione e di riserva o addirittura necrotiche, sicché 
l’infezione viene bloccata, e le ife né avanzano oltre il terzo strato di cellule 
parenchimatiche, né penetrano in cellule dell’ospite. 
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Sono attualmente in corso studi su micorrize di altre specie del genere 
Tuber, mentre ci si ripromette di campionare anche micorrize sostenute da 
Basidiomiceti. 

Dalla comparazione di questi dati con quelli di FOSTER et al. (1967) sarà 
forse possibile stabilire se la parziale eterogeneita di risposte ultrastrutturali, 
sia pur inquadrata in un piano di struttura generalmente confrontabile, si: 
notata da FOSTER e MARKS, sia o no rappresentativa di una reale eterogencit.) 
citologica delle interazioni ospite-simbionte ectomicorrizico. 
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